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(57) Abstract: The invention relates to a method for wetting a substrate with a liquid, said method composing the following ; steps, 
a) a rib» with a surface to be wetted is provided; b) a wetting liquid is provided; c) a protective layer is applied to the substrate 
mS^i^^ to be wetted from the environment; d) the protective layer is structured in order to expose pre-determined 
onle surface of the substrate to be wetted; and e) the wetting liquid is applied to the exposed wetUng areas by means 

also relates to one such mass-produced substrate. 

(57) Zusammenfassung: Ein Verfahren zum Benetzen eines Substrats mit einer Flussigkeit umfasst die yerfahrensschritte a) Be- 
reStd^el lubTtrats mit einer zu benetzenden Oberflache; b) Bereitstellen einer Benetzungsflttsstgkett; c) Auftnngen emer 
Schutz^cmcht auf das Substrat, die die zu benetzende Oberflache von der Umgebung trennt; d) Stmktuneren der Schutzsdncht, 
urn voAestimmte Benetzungsgebiete aufder zu benetzenden Oberflache des Substrats freizulegen- und e) Aufbnngen der Benet- 
ZSEI die freigelgten Benetzungsgebiete mittels einer Benetzungsvonrichtung ohne mrekten Kontakt zwjscher , der 
SS^ichtang und der zu benetzenden Oberflache des Subsets. Die Erfindung enmalt auch em solcher massenherstellba- 
res Substrat. 
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Verfahren und Vorrichtung zum Benetzen eines Substrats 

mit einer FlUssigkeit 



Technisches Gebiet 

10 Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zum Benetzen eines 
Substrats mit einer FIQssigkeit, sowieein mit dem erfindungsgema&en Verfah- 
ren herstellbares flOssigkeitsbenetztes Substrat. 



1 5 Stand der Technik 

Das Benetzen eines Substrats mit einer FlUssigkeit hat breite Anwendung in 
Industrie und Wissenschaft. Speziell im Bereich der Mikrostrukturierung von 
Oberfiachen for die Biowissenschaften, die Medizintechnik und die Sensorik 
20 erlangten in den letzten Jahren neben den klassischen lithographischen Me- 
thoden zusatzlich Benetzungsverfahren zunehmend an Bedeutung. 

Diese Benetzungsverfahren zur lateralen Strukturierung von Oberfiachen las- 
sen sich grob in zwei Klassen unterteilen: Verfahren mit direktem Kontakt der 
25 Benetzungsvorrichtung mit dem Substrat, und Verfahren ohne direkten Kon- 
takt. 

Bei den Strukturierungsverfahren mit direktem Kontakt ist besonders das Mik- 
rokontakt-Drucken mCP (mico-contact-printing) hervorzuheben, das erstmals 
30 von Whitesides 1 994 (A. Kumar, G.M. Whitesides, Science, 1 994, 263, 60; 
US-A-6 048 623) vorgestellt wurde. Bei diesem Verfahren wird ein 
mikrostrukturierter Stempel mit einer FIQssigkeit benetzt, anschlieSend in 
Kontakt mit dem zu bearbeitenden Substrat gebracht und so der Oberflache 
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dem zu bearbeitenden Substrat gebracht und so der Oberflache eine laterale 
chemische Struktur aufgepragt. Eine grofie Schwierigkeit dieser Technik ist 
die Realisierung eines gleichformigen Kontakts zwischen Stempel und Sub- 
strat, der fur das Gelingen bzw. die Qualitat von entscheidender Bedeutung 
5 ist. 

Neben diesen strukturierten Stempeln gibt es im Stand der Technik verschie- 
dene Vorrichtungen zum Platzieren von FIQssigkeitstropfen auf ein Substrat, 
wie Nadeln, Kapillaren, Ringe Oder Pinzetten, die hauptsachlich als Modifikati- 

10 onen des Druckens von Tinte auf Papier entstanden sind. Hierbei wird die Vor- 
richtung in die zu ubertragende FlOssigkeit getaucht, so dass sich Material 
Obertragt. Dieses Material wird mit der Vorrichtung auf dem Substrat platziert 
und bildet einen benetzten Bereich, der von den Oberflachenenergien der Vor- 
richtung, der FlOssigkeit und des Substrates abhangt. Das Obertragene Volu- 

15 men hangt bei diesen Verfahren in erster Linie von dem Durchmesser der 
Spitze der Vorrichtung ab. Probleme dieser Druckverfahren sind Variationen 
im Obertragenem FIGssigkeitsvolumen und die Notwendigkeit, die Spitze mit 
dem Substrat fOr den Obertrag in physikalischen Kontakt zu bringen, was die 
Oberflache des Substrats beschadigen kann. 

20 

Als Verfahren zum Obertrag von FIQssigkeiten auf ein Substrat, die ohne direk- 
ten Kontakt von Apparatur und Substrat auskommen, sollen hier beispielhaft 
die Ink-Jet Druckverfahren erwahnt werden. Bei diesen Techniken wird die 
FlOssigkeit im Druckkopf aufgenommen und dieser Ober der gewOnschten 
25 Stelle des Substrats positioniert. Durch einen piezoelektrischen Kristall oder 
eine Pumpe wird auf die FlOssigkeit eine Kraft ausgeObt, so dass ein Tropfen 
den Kontaktkopf verlasst und auf das Substrat Obertragen wird. 



30 



Auch bei den kontaktfreien Methoden ist die Gr6Se des benetzten Bereichs 
durch die Oberflachenenergien der beteiiigten Materialien bestimmt. Der durch 
den Kontaktwinkel zwischen FlOssigkeit und Substrat definierte Gleichge- 
wichtszustand des Tropfen ist in hohem Grade abhangig von Faktoren wie 
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Oberflachenrauhigkeit, chemischen Inhomogenrtaten des Materials, Variatio- 
nen der umgebenden Atmosphare und naturlich Verunreinigungen. In einem 
realen System werden also die ubertragenen Tropfen auf einem makroskopi- 
schen Substrat sehr unterschiedlich benetzen. Den Verfahren aus dem Stand 
der Technik sind also hinsichtlich der Toleranzen in Spotgrd&en und Benet- 
zungsvolumina fundamentaie Grenzen gesetzt. 



Darsteilung der Erfindung 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur Benetzung von Substraten mit einer FIQssigkeit zu schaffen, 
welche die Nachteile des Standes der Technik nicht aufweisen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das Verfahren nach Anspruch 1 , 
die Vorrichtung nach Anspruch 38 und das flQssigkeitsbenetzte Substrat nach 
Anspruch 40 geldst. Weitere vorteilhafte Details, Aspekte und Ausgestaitun- 
gen der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspru- 
chen, der Beschreibung, den Figuren und den Beispielen. 

lm Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden AbkOrzungen 
und Begriffe benutzt: 



Allgemeines 

uCP 

AFM 

AnalytflOssigkeit 
FIQssigkeit 



Micro-Contact-Printing. 
Atomic-Force-Microscope. 

FIQssigkeit, die potentieil einen Analyten enthalt, der uber einen 
Sensor nachgewiesen werden soli. 

nicht nur reine flQssige Stoffe, sondem auch FlQssigkeiten mit De- 
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Laser-Ablation 



Lotstopplack 



Pseudo-Kontakt- 
Drucken 



Schutzschicht 



SEM 
Substrat 



I tergenzi jede Art von gelbsten organischen oder anorganischen 
Stoffen, sowie Emulsionen, Suspensionen und kolloidalen Losun- 
gen. 

partielles oder vollstandiges Entfernen von organischen oder an- 
organischen Schutzschichten, aber auch das Entfernen von Ver- 
unreinigungen auf einem Substrat durch Einstrahlung von Laser- 
licht. 

aus der Leiterplattentechnologie bekannter Lack, der auf Plati- 
nen aufgebracht wird, um beim automatisierten L6ten das Ent- 
stehen von Lotzinnbrucken zu verhindern. 
Aufbringen einer FIQssigkeit mit Hilfe einer Nadel, Kapillare, Pin- 
zette, eines Ringes oder Stempels bzw. einer Anordnung von 
Nadeln, Kapillaren, Pinzetten, Ringen oder Stempeln auf ein 
strukturiertes Substrat, wobei hier wegen der vorhandenen 
Schutzschicht und der lateralen Ausdehnung der Spitzen der 
Benetzungsvorrichtung, die bevorzugt gr6Ber als die freien zu 
benetzenden Flachen ist, kein direkter Kontakt zwischen der Be- 
netzungsvorrichtung und dem Substrat zustande kommt. 
auf das zu bearbeitende Substrat vor der eigentlichen Benetzung 
aufgebrachte Schicht. Hierfiir ist jedes belieb.ge Material ver- 
wendbar, das an der Substratoberflache eine geschlossene 
Schicht bildet und diese somit von der Umgebung trennt und zu 
einem spateren Zeitpunkt durch Laser-Ablation partiell und rQck- 
standsfrei entfernt werden kann. Diese Schutzschicht kann aus 
organischen wie auch aus anorganischen Materialien bestehen 
und je nach Substrattyp und Anwendungsvoraussetzungen physi- 
sorbiert, chemisorbiert oder kovalent gebunden sein und mit belie- 
bigen Techniken aufgebracht werden. 
Scanning electron microscopy 

Festk6rper mit einer frei zuganglichen Oberflache, der somit mit 
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UV 



einer FIQssigkeit benetzt werden kann. Als Festkorpersubstrate 
kommen sowoh! Kunststoffe, als auch Metalle, Halbleiter, Glaser, 
Verbundstoffe oder por6se Materialien in Frage. Die Bezeichnung 
Oberflache ist unabhangig von den raumlichen Dimensionen der 
Oberflache und beinhaltet auch Nanopartikel (Partikel oder 
Cluster aus wenigen einzelnen bis mehreren hunderttausend 
Oberflachen-Atomen oder -MoIekQlen). 

Ultravioiettes Licht 



Genetik 



DNA 


Desoxyribonukleinsaure 


RNA 


Ribonukleinsaure 


PNA 


Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei der die 
Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt ist. Bei 
Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CH 2 )2- 
N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO- Einheit hybridisiert PNA mit DNA). 


A 


Adenin 


G 


Guanin 


C 


Cytosin 


T 


Thymin 


Base 


A, G, T, oder C 


Bp 


Basenpaar 


Nukleinsaure 


wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder wenigs- 
tens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- (z. B. Cytosin, Thymin 
oder Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder Guanin). Der 
Begriff Nukleinsaure bezieht sich auf ein beliebiges "RUckgrat" 
der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder Purin-Basen, wie z. B. 
auf das Zucker-Phosphat RQckgrat der DNA, cDNA oder RNA, 
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Nukleinsaure- 
Oligomer 



Oligomer 
Oligonukleotid 



Oligo 
ss 



auf ein Peptid-RUckgrat der PNA Oder auf analoge Strukturen (z. 
B. Phosphoramid-, Thio-Phosphat- oder Dithio-Phosphat- 
RQckgrat). Wesentliches Merkmal einer Nukleinsaure im Sinne 
der vorliegenden Erfindung ist, dass sie natQrlich vorkommende 
cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. 

Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z. B. Nuk- 
leinsaure-Oktamer: eine Nukleinsaure mit beliebigem Ruckgrat, 
bei dem 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent aneinander ge- 
bunden sind). 

Aquivalent zu Nukleinsaure-Oligomer. 

Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oligomer, also z. B. 
ein DNA, PNA oder RNA Fragment nicht naher spezifizierter Ba- 
senlange. 

Abkurzung fur Oligonukleotid. 
single strand (Einzelstrang) 



Chemikalien 



Alkyl 



Alkenyl 
Alkinyl 



Hetero-AlkyI 



Der Begriff "Alkyl" bezeichnet ein gesattigtes Kohlenwasserstoffradi- 
kal, das geradkettig oder verzweigt ist (z.B. Ethyl, Isopropyl oder 2,5- 
Dimethylhexyl etc.). Wenn "Alkyl" benutztwird, urn auf einen Linker 
oder Spacer zu verweisen, bezeichnet der Begriff eine Gruppe mit 
zwei verfQgbaren Valenzen fDr die kovalente Verkniipfung (z. B. - 
CHaCHa-, -CH 2 CH 2 CH2- oder -CH 2 C(CH 3 )2CH2CH 2 C(CH 3 ) 2 CH2- etc.). 

Alkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-C Einfachbin- 
dungen durch C=C Doppelbindungen ersetzt sind. 
Alkyl- oder Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-C 
Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C=C Dreifachbin- 
dungen ersetzt sind. 

Alkylgr u PP en bei denen eine oder mehrere der C-H Bindungen 
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Hetero-Alkenyl 



Hetero-Alkinyl 



C18 

Fluorophor 



Ligand 



Ligat 



Fluorescein 



I oder C-C Einfachbindungen durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, 
C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 
Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere C-H Bindungen, 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C-N, C=N, C-P, 
C=P, C-O, C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 
Alkinylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H Bindungen, 
I C-C Einfach-, C=C Doppel- oder C^C Dreifachbindung durch C- 
i N, C=N, C-P, C=P, C-O, C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt 
sind. 

Octadecanthiol 

chemische Verbindung (chemische Substanz), die in der Lage ist, bei 
Anregung mit Licht ein langerwelliges (rotverschobenes) Fluoreszenz- 
licht abzugeben. Fluorophore (Fluoreszenzfarbstoffe) konnen Licht in 
einem Wellenlangenbereich vom ultravioletten (UV) Qber den sichtba- 
ren (VIS) bis hin zum infraroten (IR) Bereich absorbieren. Die Absorp- 
tions- und Emissionsmaxima sind typischerweise urn 15 bis 40 nm 
gegeneinander verschoben (Stokes-Shift). 

I Bezeichnung fur MolekQle, die vom Ligaten spezifisch gebunden 
werden; Beispiele von Liganden im Sinne der vorliegenden 
I Schrift sind Substrate, Cofaktoren oder Coenzyme eines Prote- 
ins (Enzyms), Antikorper (als Ligand eines Antigens), Antigene 
(als Ligand eines Antikorpers), Rezeptoren (als Ligand eines 
Hormons), Hormone (als Ligand eines Rezeptors) oder Nuklein- 
saure-Oligomere (als Ligand des komplementaren Nukleinsaure- 
Oligomers. 

Bezeichnung fur (Makro-) MolekQI, an dem sich spezifische Er- 
kennungs- und Bindungsstellen fQr die Ausbildung eines Kom- 
| plexes mit einem Liganden befinden (Template). 

I Resordnphtalein 
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Amine 
Silane 

Thiole 
Spacer 



Au-S-(CH 2 ) 2 -ss- 
Oligo-Fluorescein. 



Oligo-Spacer-S-S 
Spacer-Oligo 



beliebiger, nieht naher spezifizierter organischer Rest als Subsfrtuent 
oder Seitenkette. 

MolekQIe der allgemeinen Struktur H 2 N-Spacer-R 

MolekQIe der allgemeinen Struktur X3-S1 -Spacer-R, wobei z.B. X = 

H, CI, OCH3 

MolekQIe der allgemeinen Struktur HS -Spacer-R oder [SSpacer-Rfe 
Beliebige molekulare Verbindung zwischen zwei MolekQIen bzw. 
zwischen einem Oberflachenatom, OberflachenmolekQl oderei- 
ner OberflachenmolekOlgruppe und einem anderen MolekGl, in 
der Regel Alkyl,- Alkenyl, Alkinyl-, Heteroalkyh Heteroalkenyl-, 
Heteroalkinyl-Ketten. Bevorzugte Spacer sind solche der Kettenlan- 
ge 1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, wobei die Ketten- 
lange die ktirzeste durchgehende Verbindung zwischen den zu 
verbindenden Strukturen darstellt. 

Gold-Oberflache mit kovalent aufgebrachter Monolayer aus derivati- 
siertem Einzelstrang-OIigonukleotid. Hierbei ist die endstandige 
Phosphatgruppe des Oligonukleotids am 3' Ende mit (HO-(CH 2 )2-S)2 
zum P-0-(CH2)2-S-S-(CH 2 )2-OH verestert, wobei die S-S Bindung 
homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-R Bindung bewirkt. Am 
freien Ende tragt das Sonden-Oligonukleotid einen kovalent ange- 
bunden Fluorophor Fluorescein. 

zwei gleiche oder verschiedene Nukleinsaure-Oligomere, die 
uber eine Disulfid-BrQcke miteinander verbunden sind, wobei die 
DisulfidbrOcke Dber zwei beliebige Spacer an die Nukleinsaure- 
Oligomere angebunden ist und die beiden Spacer eine unter- 
schiedliche Kettenlange (kQrzeste durchgehende Verbindung 
zwischen DisulfidbrOcke und dem jeweiligen Nukleinsaure- 
OHgomer) aufweisen konnen, insbesondere jeweils eine beliebi- 
ge Kettenlange zwischen 1 und 14 und diese Spacer wiederum 
an verschiedene naturlich am Nukleinsaure-Oligomer vorhande- 
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| ne Oder an diese durch Modifikation angebrachte reaktive Grup- 
pen gebunden sein konnen. 
(n x HS-Spacer)- Nukleinsaure-Oiigomer, an das n Thiolfunktionen Qber jeweils 
0 ,. go einen Spacer angebunden sind, wobei die Spacer jeweils eine 

unterschiedliche Kettenlange (kQrzeste durchgehende Verbin- 
dung zwischen Thiolfunktion und Nukleinsaure-Oiigomer) auf-. 
weisen kdnnen, insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange 
zwischen 1 und 14. Diese Spacer konnen wiederum an ver- 
schiedene natQrlich am Nukleinsaure-Oiigomer vorhandene oder 
an diesem durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen ge- 
bunden sein und "n" ist eine beliebige ganze Zahl, insbesondere 
eine Zahl zwischen 1 und 20. 
(n x R-S-S- Nukleinsaure-Oiigomer, an das n Disulfidfunktionen uber jeweils 

Spacer)-oligo einen Spacer angebunden sind, wobei ein beliebiger Rest R die 

Disulfidfunktion absattigt. Der Spacer zur Anbindung der Disulfid- 
funktion an das Nukleinsaure-Oiigomer kann jeweils eine unterr 
schiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende Verbindung 
zwischen Disulfidfunktion und Nukleinsaure-Oiigomer) aufwei- 
sen, insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 
I und 14. Diese Spacer konnen wiederum an verschiedene natQr- 
lich am Nukleinsaure-Oiigomer vorhandene oder an diesem 
durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden 
sein. Der Platzhalter "n u ist eine beliebige ganze Zahl, insbesonde- 
re eine Zahl zwischen 1 und 20. 

Erfindungsgemafc umfasst ein Verfahren zum Benetzen eines Substrats mit 
einer FlOssigkeit die folgenden Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen eines Substrats mit einer zu benetzenden Oberfiache; 

b) Bereitstellen einer BenetzungsflOssigkeit; 

c) Aufbringen einer Schutzschicht auf das Substrat, die die zu benetzende 
Oberfiache von der Umgebung trennt; 
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d) Strukturieren der Schutzschicht, um vorbestimmte Benetzungsgebiete auf 
der zu benetzenden Oberfiache des Substrats freizulegen; und 

e) Aufbringen der BenetzungsflQssigkeit auf die freigelegten Benetzungsge- 
biete mittels einer Benetzungsvorrichtung ohne direkten Kontakt zwischen 
der Benetzungsvorrichtung und der zu benetzenden Oberfiache des Sub- 
strats. 

Durch die erfindungsgema&e Vorgehensweise werden Verunreinigungen der 
Benetzungsgebiete weitgehend ausgeschlossen und der VerschleiB der Be- 
netzungsvorrichtung minimiert. Zugleich kbnnen durch die Strukturierung der 
Schutzschicht die zu benetzenden Gebiete auf dem Substrat in einfacher 
Weise vorgegeben werden. Das geometrische Zusammenspiel der Gr6Re der 
Benetzungsvorrichtung, der lateralen Abmessungen der Benetzungsgebiete 
und der Dicke der an die Benetzungsgebiete angrenzenden Schutzschicht 
ermoglicht eine wohldefinierte Abgabe der BenetzungsflQssigkeit von der Be- 
netzungsvorrichtung an die Oberfiache des Substrats. 

Als Substrat wird dabei mit Vorteil ein Festkoper aus Kunststoff, Metall, Halb- 
leiter, Glas, Verbundstoff, porSsem Material oder aus einer Kombination dieser 
Materialien bereitgestellt. Insbesondere wird als Substrat bevorzugt ein Fest- 
kQper bereitgestellt, dessen zu benetzende Oberfiache durch eine Silizium-, 
Platin- oder Goldschicht bzw. eine oxidische Schicht oder ein Glas gebildet ist. 

Die raumliche Gestaltung des Substrats ist nach der Erfindung nicht einge- 
schrankt. Vielmehr kann als Substrat beispielsweise eine makroskopische 
Festkorperscheibe, ein Mikro- oder Nanopartikel bereitgestellt werden. 

Der Begriff "Benetzungsfiassigkeit" umfasst im Rahmen der voriiegenden Er- 
findung insbesondere rein flQssige Stoffe, Losungen organischer und/oder an- 
organischer Stoffe, Emulsionen, Suspensionen oder kolloidale LQsungen. 
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Das Material der Schutzschicht wird zweckma&ig so auf das Substratmaterial 
abgestimmt, dass das Schutzschichtmaterial auf der zu benetzenden Sub- 
stratoberflache physisorbiert, chemisorbiert Oder kovalent, koordinativ oder 
uber Komplexbildung gebunden ist. Beispielsweise kann a!s Schutzschicht ein 
5 positiver oder negativer Photolack auf das Substrat aufgebracht, bevorzugt 
aufgespruht oder aufgeschleudert werden. Ebenso kann als Schutzschicht fur 
das Substrat ein L6tstopplack verwendet werden. Dabei ist bevorzugt, dass 
der Lotstopplack durch Siebdruck, VorhanggieSen oder ein Sprayverfahren 
aufgebracht wird. 

10 

Nach einer weiteren Verfahrensvariante wird als Schutzschicht ein organi- 
sches Polymer, insbesondere aus Cellulose, Dextran oder Collagen auf das 
Substrat aufgebracht. Das organische Polymer wird bevorzugt aufgeschleu- 
dert oder physisorbiert. 

15 

Nach noch einer weiteren vorteilhaften Variante wird als Schutzschicht eine 
selbstassemblierte Monolage aus organischen MolekQIen aufgebracht. Diese 
wird insbesondere dadurch hergestellt, dass die organischen MolekOle in ei- 
nem wassrigen oder organischen Losungsmittel gelfist werden und die L6sung 
20 in Kontakt mit dem Substrat gebracht wird. 

Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung ergibt sich, wenn als Substrat mit 
Vorteil ein FestkQper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende Oberflache 
durch eine Goldschicht gebildet ist und wenn als Schutzschicht eine selbstas- 
25 semblierte Monolage aus Thiolen, insbesondere der allgemeinen Struktur HS- 
Spacer-R oder [S-Spacer-R] 2 aufgebracht wird. Dabei stellt R eine beliebige 
Kopfgruppe dar und der Spacer hat eine Kettenlange von 1 - 20, insbesonde- 
re von 1 -14. 

30 Eine andere besonders bevorzugte Ausgestaltung ergibt sich, wenn als Sub-, 
strat ein FestkOper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende Oberflache 
durch eine Silizium- oder Platinschicht gebildet ist, und wenn als Schutzschicht 



WO 2004/082814 



-12- 



PCT/EP2004/002977 



eine selbstassemblierte Monolage aus Aminen, insbesondere der allgemeinen 
Struktur H 2 N-Spacer-R aufgebracht wird. Auch hier stellt R eine beliebige 
Kopfgruppe dar und der Spacer hat eine Kettenlange von 1 - 20, insbesonde- 
re von 1 —14. 

5 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung wird als Substrat ein Fest- 
kSper bereitgestellt, dessen zu benetzende Oberflache durch eine oxidische 
Oberflache oder ein Glas gebildet ist. Als Schutzschicht wird dabei eine 
selbstassemblierte Monolage aus Silanen, insbesondere der allgemeinen 
10 Struktur X 3 -Si-Spacer-R aufgebracht, wobei R eine beliebige Kopfgruppe und 
X = H, CI oder OCH 3 ist und der Spacer eine Kettenlange von 1 - 20, insbe- 
sondere von 1-14 hat. 

In alien drei genannten Verfahrensvarianten ist die Kopfgruppe R zweckmaBig 
15 ausgewahlt aus der Gruppe CH 3 , OH, C0 2 H, NH 2 , NH 3 + oder Sp 3 " . 

Die Schutzschicht Wird in Schritt c) mit Vorteil in Form einer geschlossenen 
Schicht auf die zu benetzenden Substratoberflachen aufgebracht. Sie kann 
dabei sowohl vollflachig auf die gesamte Oberflache des Substrats aufge- 
20 bracht werden, oder nur Teilbereiche der Oberflache bedecken. Im Bereich 
der gewOnschten Benetzungsgebiete wird die Schutzschicht anschlieftend 
zweckmaBig ruckstandslos entfernt. 

Die Strukturierung der Schutzschicht erfolgt in einer bevorzugten Ausgestal- 
25 tung mittels Laserablation, insbesondere durch Bestrahlung von Teilbereichen 
der Schutzschicht mit kontinuierlicher oder gepulster Laserstrahlung einer vor- 
bestimmten Wellenlange. Die Schutzschicht wird dazu insbesondere direkt, 
uber eine Optik oder Ober eine Maske mit der Laserstrahlung beaufschlagt, 
um die Benetzungsgebiete freizulegen. 

30 

Es hat sich als vorteilhaft herausgestellt, wenn durch die Laserstrahlung die zu 
benetzende Oberflache des Substrats im Bereich der Benetzungsgebiete auf- 
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geschmolzen wird. Dadurch ergibt sich eine reduzierte Oberflachenrauhigkeit 
und eine verbesserte Homogenitat der Oberflache des Substrats. AuBerdem 
werden durch die Ablation weniger Goldlagen von der Oberflache Verunreini- 
gungen entfernt. 

5 

Die Benetzungsgebiete werden vorteilhaft mit einer charakteristischen Aus- 
dehnung von etwa 5 pm bis etwa 200 pm, bevorzugt von etwa 10 pm bis etwa 
100 pm erzeugt. Als lateraler Abstand wird ein Wert von etwa 20 pm bis etwa 
500 pm, bevorzugt von etwa 50 pm bis etwa 200 pm eingestellt. Die Benet- 
10 zungsgebiete weisen vorteilhaft einen im wesentlichen rechteckigen, ellipti- 
schen bder kreisfdrmigen Umriss auf. 

Nach einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung werden bei dem Schritt 
d) zusatzlich Zuleitungskanale in die Schutzschicht eingebracht. um die ZufOh- 
15 rung einer AnalytflGssigkeitzu den freigelegten Benetzungsgebieten zu er- 
mQglichen. 

Dabei werden die Zuleitungskanale zweckmaBig mit einer Tiefe von 10% bis 
99%, bevorzugt von 20% bis 95%, besonders bevorzugt von 50% bis 95% der 
20 Dicke der Schutzschicht in die Schutzschicht eingebracht. Die freigelegten 
Benetzungsgebiete sind dabei mit Vorteil innerhalb der Zuleitungskanale an- 
geordnet 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren umfasst die Benetzungsvorrichtung 
25 insbesondere eine einzelne Nadel, Kapillare, Pinzette, einen einzelnen Ring 
Oder Stempel. Sie kann im Rahmen der Erfindung auch eine Anordnung meh- 
rerer Nadeln, Kapillaren, Pinzetten, Ringen, Stempeln, oder eine Anordnung 
verschiedener dieser Elemente umfassen. 

30 Nach einer zweckmaBigen Ausgestaltung weist die Benetzungsvorrichtung 
eine flOssigkeitsabgebende Endflache auf, deren laterale Ausdehnung in zu- 
mindest einer Raumrichtung grSSer ist, als die laterale Ausdehnung der Be- 
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netzungsgebiete in dieser Raumrichtung. Dadurch kann bei korrekter Ausrich- 
tung ein direkter Kontakt zwischen der Benetzungsvorrichtung und der Ober- 
flache des Substrats vermieden werden. 

5 Vorteilhaft weist die Endflache der Benetzungsvorrichtung in beiden Raumrich- 
tungen eine grSSere laterale Ausdehnung als die Benetzungsgebiete auf, so 
dass ein direkter Kontakt zwischen der Benetzungsvorrichtung und den Be- 
netzungsgebieten in alien relativen Orientierungen vermieden wird. 

10 Zum Aufbringen der BenetzungsflQssigkert wird bevorzugt die Endflache der 
Benetzungsvorrichtung in Kontakt mit der an das Benetzungsgebiet angren- 
zenden Schutzschicht gebracht. Ein Tropfen der BenetzungsflQssigkert kann 
so kontrolliert ohne direkten Kontakt mit der Substratoberflache in die struktu- 
rierte Ausnehmung in der Schutzschicht eingebracht werden. 

15 

Insbesondere kann die Endflache der Benetzungsvorrichtung zum Aufbringen 
der BenetzungsflQssigkert vollstandig Qber das Benetzungsgebiet und von o- 
ben in Kontakt mit der Oberflache der an das Benetzungsgebiet angrenzen- 
den Schutzschicht gebracht werden. 

20 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung ist die Endflache der Benet- 
zungsvorrichtung mit einer Genauigkeit (Ax, Ay) lateral Qber einer strukturier- 
ten Schutzschicht positionierbar, und die Benetzungsgebiete werden mit einer 
charakteristischen lateralen Ausdehnung (x sp ot, Yspot) erzeugt, die urn zumin- 
25 dest die Positioniergenauigkeit (Ax, Ay) kleiner ist, als die laterale Ausdehnung 
(xti P ,ytip) der Endflache der Benetzungsvorrichtung. Dadurch ist sichergestellt, 
dass die Abgabe eines Tropfens kontrolliert und nur Qber die Schutzschicht 
erfolgt. 

30 GemaB einer zweckmaBigen Weiterentwicklung der Erfindung werden modifi- 
zierte Nukleinsaure-Oligomere in wassriger Losung als BenetzungsflQssigkert 
aufgebracht. Die Nukleinsaure-Oligomere sind dabei mit einer oder mehreren 
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reaktiven Gruppen modifiziert, wobei zumindest eine reaktive Gruppe fQr e.ne 
direkte Reaktion mit der zu benetzenden Oberflache des Substrats ausgelegt 
ist. Die Nukleinsaure-Oligomere kOnnen daruber hinaus zur nachfolgenden 
Visualisierung miteinem Fluorophor modifiziert sein. 

5 Die Erfindung enthalt auch eine Vorrichtung zur DurchfOhrung desbeschrie- 
benen Verfahrens. . Mit besonderem Vorteil enthalt eine solche Vorrichtung 
eine Benetzungsvorrichtung, deren Endflache mit einer Positioniergenau,gkert 
von weniger als 50 um, bevorzugt von weniger als 10 pm lateral Qber e.ner 

10 strukturierten Schutzschicht positionierbar ist. 

Die Erfindung enthalt ferner ein nach einem vorbeschriebenen Verfahren her- 
stellbares flQssigkeitsbenetztes Substrat. 

15 Weitere Ausgestaltupgen.und Vorteile der Erfindung werden nachfolgend aus- 
fQhriich beschrieben: 

Wie oben ausgefQhrt, umfasst die Erfindung ein Verfahren zur kontrollierten Be- 
netzung strukturierter Substrate mit einer Flussigkeit mittels einer Benetzungs- 
vorrichtung bestehend aus einer einzelnen Nadel, Kapillare, Pinzette, eines R«n- 
ges Oder Stempels bzw. einer Anordnung von Nadeln, Kapillaren. Pinzetten, 
Ringen Oder Stempeln. In der vorliegenden Erfindung konnen diese Benet- 
zungsvorrichtungen Spitzen mit beliebiger lateraler Ausdehnung haben, also 
auch und soger bevorzugt grofcer als die laterale Flache der laserablat,erten, 
freien Substratstellen. Die Benetzungsvorrichtung der Erfindung kommt ohne 
direkten Kontakt mit dem Substrat aus und kann somit als ein Pseudo-Kontakt- 
Verfahren bezeichnet werden. 



20 



25 



30 



Aufbringen einer Schutzschicht auf das Substrat 

ErfindungsgemaR werden die Substrate mit einer Schutzschicht versehen, um 
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den kritischen Zeitraum zwischen der Herstellung des Substrats und der Be- 
netzung seiner Oberflache zu QberbrQcken. Die Schutzschicht verhindert in 
diesem Zeitraum die Anlagerung unerwDnschter Verunreinigungen an der 
Substratoberflache. 

5 

FOr die Schutzschicht kann jedes beliebige Material verwendet werden, das an 
einer Oberflache eine geschlossene Schicht bildet und somit die Substratober- 
flache von der Umgebung trennt und zu einem spateren Zeitpunkt etwa durch 
Laser-Ablation an gewunschten Stellen rQckstandsfrei entfernt werden kann. 

10 Es versteht sich, dass mit Vorteil fur ein gegebenes Substrat eine angepasste 
Schutzschicht gewahlt wird, die in bezug auf die Haftung zwischen dem Sub- 
strat und Schutzschicht optimiert ist. Ebenso lasst sich die Schutzschicht im 
Hinblick auf die zu verwendende FiQssigkeit optimieren. Im Falle von wassri- 
gen LSsungen bietet sich ein hydrophiles Schichtmaterial an, so dass die 

15 FIQssigkeiten die Zuleitungskanale der Erfindung benetzen und Luftblasen 

vermieden werden. Bei oligeh FIQssigkeiten ist hingegen hydrophobes Material 
zu bevorzugen. 

Durch die Zugabe von Detergenzien zu den verwendeten FIQssigkeiten lassen 
20 sich unabhangig vom Schichtmaterial verbesserte Benetzungen der Kanal- 
strukturen und damit gute Flusseigenschaften erreichen. Neben Qblichen be- 
kannten Lacken aus der Lithographie (positive und negative Photolacke) und 
der Leiterplatten-Technologie (Lotstopplacke) eignen sich auch organische 
Polymere wie Cellulose, Dextran oder Collagen bzw. selbstassemblierte Mo- 
25 nolagen aus organischen Molekulen wie Silane oder Thiole. Auch ist es denk- 
bar, Lacke zu verwenden, deren spezielle Bestandteile beim Trocknen des 
Materials an der Oberflache vorteilhafte Funktionalisierungen fur besondere 
Anwendungen ausbilden. 

30 Die Schutzschicht kann beispielsweise durch SprQhen im Falle der Photola- 
cke, durch Spincoating oder Physisorption im Falle der organischen Polymere 
oder durch Siebdruck bzw. VorhanggieSen im Falle der Lotstopplacke auf das 
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Substrat aufgebracht werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung werden Monolagen organi- 
scher MolekQIe wie Thiole oder Silane mit variabler Kettenlange in einem 
5 selbstassemblierenden Prozess auf das Substrat aufgebracht. Hierfur werden 
die organischen Molekule in wassrigen oder organischen Losungsmitteln ge- 
lost und die Losung in Kontakt mit dem zu beschichtenden Substrat gebracht. 
Der Abscheidungsprozess endet in einer Monolage aus kovalent gebundenen 
Molekulen auf dem Substrat. 

10 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung werden Thiole 
beispielsweise der allgemeinen Struktur HS-Spacer-R bzw. [S-Spacer-Rfe als 
dichte, geordnete und passivierende Monolage auf Gold aufgebracht, wobei R 
. beliebige Kopfgruppen wie z.B. R = CH 3 , OH, C0 2 H, NH 2 , NH 3 + oder SO s sein 
15 kQnnen und Spacer als Begriff fUr beliebige molekulare Verbindungen zwi- 
schen zwei Molekulen verstanden werden soil, in der Regel Alkyl-, Alkenyl-, 
Alkinyl-, Heteroalkyl-. Heteroalkenyl-, Heteroalkinyl-Ketten mit Kettenlangen 
von 1 - 20, insbesondere 1 -14, wobei hier die Kettenlange die kQrzeste 
durchgehende Verbindung zwischen den zu verbindenden Strukturen ist. Al- 
20 ternativ konnen die organischen MolekQIe auch mit Amin-Gruppen (H 2 N- 
Spacer-R) anstelle der Thiol-Gruppen (SH-Spacer-R) versehen werden, die 
sich dann durch Chemi- oder Physisorption an Platin- oder Silizium- 
Oberflachen anlagem lassen. Werden die Thiol-Gruppen (SH-Spacer-R) alter- 
nate durch Silan-Gruppen ersetzt (X 3 -Si-Spacer-R, wobei beispielsweise X = 
25 H, CI, OCH 3 ), so lasst sich auf oxidischen Oberflachen oder Glasem eine kova- 
lent gebundene Monolage produzieren. 

In einer anderen bevorzugten Art der Erfindung werden auf die Substrate 
Schutzschichten aus von der Leiterplattentechnologie bekannten L6tstoppla- 
30 cken aufgebracht. Es eignen sich 2-Komponenten oder 1-Komponenten L6t- 
stopplacke, die Ober VorhanggieBverfahren, Siebdruck oder Sprayverfahren 
aufgebracht werden und anschlieUend an der Luft oder durch UV-Bestrahlung 
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ausharten konnen. Ein Vorteil dieser Verfahrensvariante ist, dass die Dicke 
der Lotstopplackschicht z.B. im Vorhanggie&verfahren durch die Geschwin- 
digkeit der Substrate unter dem Lackvorhang in einem gro&en Bereich frei 
eingestellt werden kann. 

5 

Laser-Ablation der Schutzschicht In beliebiger Geometrie 

Unter dem Begriff "Laser-Ablation" wird im Rahmen dieser Anmeldung nicht 
10 nur das partielle oder vollstandige Entfernen von organischen oder anorgani- 
schen Schutzschichten, sondern auch das Entfernen von Verunreinigungen 
auf einem Substrat durch Einstrahlung von Laserlicht verstanden. Die Laser- 
Ablation wird mit Vorteil zur Entfernung oder Strukturierung der aufgebrachten 
Schutzschicht an gewunschten Stellen des Substrats in beliebiger Geometrie 
15 eingesetzt. Dadurch ist es mSglich, verschiedene, genau definierte freie Sub- 
stratflachen oder Bereiche mit verjQngter Schutzschicht in unterschiedlicher 
Gr6Be auf ein und demselben Substrat-Design nur durch Veranderung der 
Laser-Belichtung zu realisieren. . 

20 Ein weiterer Gesichtspunkt der erfindungsgemaSen LSsung ist das Auf- 
schmelzen der Substratoberflache bei vollstandigem Entfernen der Schutz- 
schicht mittels Laser-Ablation, das durch Einstellung der Laserintensitat oder 
der Bestrahldauer auf die Gegebenheiten des Substrats und der Schutz- 
schicht erreicht werden kann. Dieses kurzfristige, oberflachennahe Auf- 

25 schmelzen der Substratoberflache schlieRt neben der Reduktion der Oberfla- 
chenrauhigkeit auch vorhandene Poren im Material und verbessert somit die 
Homogenitat der freien Substratoberflache. AuSerdem werden durch die Abla- 
tion weniger Goldlagen von der Oberflache Verunreinigungen entfemt. 

30 Die Laser-Ablation kann durch direkte Einstrahlung des Lichts oder aber durch 
Einstrahlung des Lichts Ober eine Optik bzw. eine Maske erfolgen. Die Gr6Be 
oder die Form der einzelnen freizulegenden oder strukturierten Benetzungs- 
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gebiete und ihr lateraler Abstand sind hierbei beliebig und nurvon der jeweili- 
gen Anwendung abhangig. Die Wellehlange des verwendeten Laserlichts, so- 
wie Einstrahldauer bzw. Anzahl und Dauer der Pulse hangen von der Kombi- 
nation aus Schutzschicht und des Materials der Substratoberflache ab und 
5 werden vorzugsweise fQr jedes Paar optimiert. 

In elner bevorzugten Variante der Erfindung wird mit einem Excimer-Laser 
Qber eine Blende eine Anordnung von freien Benetzungsgebieten mit einem 
Durchmesser von je d = 10 - 100 urn und einem lateralen Abstand von 50 - 
10 200 pm in eine monomolekulare Schicht aus Octadecanthiol gebrannt. 

In einer anderen bevorzugten Variante der Erfindung werden mit einem Exci- 
mer-Laser Qber mehrere Masken in mehreren Prozessschritten Strukturen aus 
Kanalen und freien Benetzungsgebieten in einen Lotstopplack geschrieben, 

15 die neben der kontrollierten Benetzung an den freien Substratstellen mittels 
des beschriebenen Pseudo^Kontakt-Druckverfahrens auch das gezielte Kon- 
taktieren von Ober Kanalen miteinander verbundenen Stellen mit einer einen 
Analyten enthaltenden FIQssigkeit ermSglichen. In Lotstopplackschichten von 
100 - 150 um Dicke werden mit einer bestimmten Anzahl an Laser-Pulsen 

20 verschiedene Kanale der Tiefe 80 - 1 00 pm und der Breite 1 0 - 1 50 pm ge- 
schnitten und dann innerhalb der Kanale das Substrat an mehreren Stellen mit 
Durchmessern von etwa d = 1 0 - 1 00 pm durch weitere Laser-Pulse freige- 
legt. Durch solche in den Kanalstrukturen freigelegten, sensitiven Substratstel- 
len wird die fQr eine Analyse benStigte AnalytflQssigkeit im Vergleich zur Be- 

25 netzung des gesamten Substrates deutlich verringert. 

Benetzung der strukturierten Substrate mit einer FlUssigkeit im Pseudo- 
Kontakt-Drucken 

30 

Nach der Erfindung wird die BenetzungsflQssigkeit insbesondere mit Hilfe ei- 
ner Nadel, Kapillare, Pinzette, eines Ringes oder Stempels bzw. einer Anord- 
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nung von Nadeln, Kapillaren, Pinzetten, Ringen oder Stempeln auf das struk- 
turierte Substrat aufgebracht In der vorliegenden Anmeldung wird die Be- 
zeichnung „Pseudo-Kontakt-Drucken tt far den Benetzungsvorgang verwendet, 
urn die Technik vom bekannten Standardverfahren des „Contact Printings" 

5 abzuheben und deutiich zu machen, dass wegen der vorhandenen Schutz- 
schicht und der lateralen Ausdehnung der Spitzen der Benetzungsvorrichtung, 
welche bevorzugt groSer als die freien zu benetzenden Flachen ist, kein direk- 
ter Kontaktzwischen der Benetzungsvorrichtung und der Substratoberflache 
zustande kommt. Da zusatzlich die freie, zu benetzende Substratflache von 

10 der Schutzschicht einer vorbestimmten H6he begrenzt ist, trifft die Benet- 
zungsvorrichtung auf eine geometrische Barriere definierter Abmessung, so 
dass eine kontrollierte Benetzung zustande kommt. 

Im Rahmen der Erfindung lassen sich sowohl reine flussige Stoffe, als auch 
15 jede Art von gelosten organischen oder anorganischen Stoffen, sowie Emulsio- 
nen, Suspensionen und kolloidale L6sungen verwenden. Denkbare Materialien 
im Sinne der Erfindung sind gel6ste Farbpigmente oder beliebige funktionalisier- 
te Polymere und Nanopartikel. Auf dem Gebiet der Sensorik lassen sich mit der 
vorliegenden Erfindung alle Arten von Ligaten auf das Substrat aufbringen. Als 
20 Ligaten werden Molekiile bezeichnet, die spezifisch mit einem Liganden unter 
Ausbildung eines Komplexes wechselwirken. Beispiele von Ligaten im Sinne 
der vorliegenden Schrift sind Substrate, Cofaktoren oder Coenzyme als Kom- 
plexbindungspartner eines Proteins (Enzyms), Antikbrper (als Komplexbin- 
dungspartner eines Antigens), Antigene (als Komplexbindungspartner eines 
25 AntikSrpers), Rezeptoren (als Komplexbindungspartner eines Hormons), Hor- 
mone (als Komplexbindungspartner eines Rezeptors), Nukleinsaure- 
Oligomere (als Komplexbindungspartner des komplementaren Nukleinsaure- 
Oligomers) oder Metallkomplexe. 

30 In einer bevorzugten Art der Erfindung werden die freien Substratstellen mit 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren in wassriger Losung benetzt. Das Nuk- 
leinsaure-Oligomer, das auf die freie Oberflache aufgebracht werden soil, ist 
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uber einen kovalent angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange mit einer oder mehreren reaktiven Gruppe modlfiziert, wobei sich 
diese reaktiven Gruppen bevorzugt in der Nahe eines Endes des Nukleinsau- 
re-Oligomers befinden. Bei den reaktiven Gruppen handelt es sich um Grup- 

5 pen, die direkt mit der unmodifizierten Oberflache reagieren kSnnen. Beispiele 
hierfur sind: (i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) derivatisierte Nukleinsaure- 
Oligomere der allgemeinen Formel (n x HS-Spacer)-oligo, (n x R-S-S-Spacer)- 
oligo oder o!igo-Spacer-S-S-Spacer-oligo, die mit einer Goldoberflache unter 
Ausbildung von Gold-Schwefelbindungen reagieren, (ii) Amine, die sich durch 

10 Chemi- oder Physisorption an Platin- oder Silizium-Oberflachen anlagern und 
(iii) Silane, die mit oxidischen Oberflachen eine kovalente Bindung eingehen. 

Im Pseudo-Kontakt-Drucken wird der Dispenser der Benetzungsvorrichtung 
mit beliebiger lateralen Ausdehnung (x ti p, yop) mit einer Genauigkeit von (Ax, 

15 Ay) uber dem strukturierten Schutzfilm positioniert und fQr die Benetzung so 
weit herabgesenkt, dass der Kontakt der Benetzungsvorrichtung bei der Ab- 
gabe des Tropfens nur uber die Schutzschicht erfolgt. Dies ist insbesondere 
dann gewahrleistet, wenn die Benetzungsgebiete eine charakteristische latera- 
le Ausdehnung (Xspot, Yspot) aufweisen, die um zumindest die Positioniergenau- 

20 igkeit kleiner als die Ausdehnung des Dispensers ist, also die Bedingungen 

Xspot sxtip- Ax und y sP ot s y«p - Ay 

erfollt sind. 

25 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

30 Nachfolgend soil die Erfindung anhand von AusfQhrungsbeispielen im Zu- 

sammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert werden. Dabei sind nur die 
for das Verstandnis der Erfindung wesentlichen Elemente dargestellt. Es zeigt 
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in (a) bis (e) eine schematische Darstellung der ProzessfQhrung beim 
Benetzen eines Substrats mit einer Flussigkeit nach einem AusfQh- 
rungsbeispiel der Erfindung; 

in (a) und (b) SEM-Aufnahmen von durch Laser-Ablation freigelegten 
Benetzungsstellen in einer Stopplack-Schutzschicht; 

in (a) ein AFM-Bild einer gelaserten und aufgeschmolzenen Gold- 
Oberflache und in (b) ein Querschnitts-Hohenprofil entlang der Linie B- 
B aus Fig. 3(a); und 

die Schwankungen der Fluoreszenzintensitat bei einer Mehrzahl identi- 
scher Messspots als MaS fur die Oberflachenbelegungsdichte mit 
Nukleinsaureoligomeren, (a) bei auf herkommliche Weise gespotteten 
Nukleinsaure-Oligomeren und (b) bei Benetzung von Benetzungsgebie- 
ten auf der Substratoberflache durch ein erfindungsgemaBes Verfah- 
ren. 

Wege zur AusfUhrung der Erfindung 

5 

Ein Verfahren zum Benetzen eines Substrats mit einer Flussigkeit nach einem 
AusfQhrungsbeispiel der Erfindung wird nachfolgend insbesondere mit Bezug 
auf Fig. 1 beschrieben. 

. 10 In einem ersten Schritt wird ein Substrat 1 0 mit einer zu benetzenden Oberfla- 
che 12 bereitgestellt, Fig. 1(a). Im Ausfuhrungsbeispiel besteht das Substrat 
10 aus einem Glas-Slide mit einer aufgedampften, 5 nm dicken CrNi- 
Kontaktschicht und einer darauf aufgedampften Goldschicht mit einer Dicke 
von etwa 200 nm. 

15 



Fig. 1 



Fig. 2 



Fig. 3 



Fig. 4 
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Vor der Belegung mit einer Schutzschicht wird das Substrat mit einer Standard 
Piranha-Reinigung (t = 30 s) behandelt. Zum Aufbringen einer C18- 
Schutzschicht 14 auf die Goldoberflache wird das Substrat 10 bei Zimmertem- 
peraturfiir 5-12 Stunden mit 1 nmol/l Octadecanthiol (C-18; Fluka) in Ethanol 
5 inkubiert und nach der Inkubation mit Ethanol gespQIt, urn nicht angebundenes 
Thiol zu entfernen, Fig. 1(b). 

Anschliefcend wird der C18-Schutzfilm 14 durch Laser-Ablation strukturiert, urn 
eine Mehrzahl von Benetzungsgebieten 16 auszubilden, wie in Fig. 1(c) illust- 
10 riert. Beispielsweise wird die Strukturierung des C1 8-Schutzfilms mit Strahlung 
18 einer Wellenlange von 193 nm eines Excimer-Lasers 20 der Firma Lamb- 
da-Physics durchgefQhrt. Mit 3 Pulsen a 20 ns mit einer Flachenleistung von 
100 mJ/cm 2 lassen sich die Thiole der Schutzschicht 14 in den Benetzungs- 
gebieten 16 ruckstandsfrei entfernen. 

15 . • ^ 

Der Laserbeschuss des Substrats 10 fuhrt daruber hinaus zu einem Auf- 

schmelzen der Goldoberflache, wodurch Poren geschlossen, die Rauhigke'rt 

reduziert und Verunreinigungen entfernt werden (Fig. 3). 

20 Die Laserstrahlung wird Ober eine nicht gezeigte Maske verkleinert auf dem 
Substrat abgebildet, welche im AusfOhrungsbeispiel Beleuchtungsspots mit 
einem Durchmesser von 40-100 urn liefert. Die Benetzungsgebiete werden mit 
einem lateralen Abstand von beispielsweise 200 um in die Schutzschicht ge- 
brannt. 

Figur 2 zeigt SEM-Aufnahmen von durch Laser-Ablation freigelegten Benet- 
zungsgebieten 16 in einer Schutzschicht 14. Fur diese SEM-Aufnahmen wur- 
de anstelle der C18-Schutzschichtder Fig. 1 eine Stopplack-Schutzschicht 
verwendet. Da zu wird auf das Substrat ein 2-Komponenten Lotstopplack (El- 
30 pemer GL 2467 SM-DG, Fa. Peters) in einem aus der Leiterplatten- 

Technologie bekannten Vorhanggiefc-Verfahren aufgebracht, um eine Schutz- 
schicht fiir die Oberflache des Substrats zu bilden. Durch die Variation der 
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Transportgeschwindigkeit des Substrats 10 unter dem Lack-Vorhang lassen 
sich beliebige Dicken der Schutzschicht im Bereich von etwa 10 - 150 urn er- 
zielen. 

5 Nach dem Trocknen des Lackes wird die Schutzschicht mit einem Excimer- 
Laser der Firma Lambda-Physics durch Laserablation strukturiert. Im Fall von 
Schutzschichten einer Dicke von 15 - 20 |jm entfernen 90-150 Pulse a 20 ns 
mit einer Flachenleistung von 600 - 1200 mJ/cm 2 den Lack riickstandsfrei und 
sorgen fur ein oberflachennahes Aufschmelzen der Goldsubstrate, das vor- 

10 handene Poren schlie&t, die Rauhigkeit reduziert und Oberfiachenverunreini- 
gungen beseitigt. Der Laser kann iiber verschiedene Masken verkleinert auf 
dem Substrat abgebildet werden, wobei die Flachenintensitat der Bestrahlung 
Qber die Abbildungsvorrichtung eingestellt wird. Je nach Maske lassen sich so 
verschiedene Geometrie der ablatierten Regionen realisieren. 

Die Figur 2 illustriert, dass sowohl rechteckige bzw. quadratische Querschnrtte 
(Fig. 2(a)), als auch runde Querschnitte, wie in Fig. 2(b) dargestellt, mSglich 
sind. 

20 Die mit dem Aufschmelzen der Gold-Oberflache des Substrats 1 0 verbundene 
Verbesserung der Oberflachenstruktur ist in Fig. 3 illustriert. Figur 3 zeigt in (a) 
eine AFM-Aufnahme einer Gold-Oberflache, die in einem kreisfdrmigen Teil- 
bereich durch Laserbeschuss aufgeschmolzen wurde, und in Fig. 3(b) ein H6- 
henprofil entlang der Linie B-B von Fig. 3(a). Es ist deutlich zu erkennen, dass 

25 durch das Aufschmelzen die Rauhigkeit der Oberflache verringert und die 
Homogenitat der bestrahlten Flache erhOht wird. Dies erleichtert die nachfol- 
gend beschriebene Anbindung von Sondenmolekulen an die Benetzungsge- 
biete 16. 

30 Zurilckkehrend zu Fig. 1 zeigt Fig. 1 (d) die Benetzung der strukturierten Sub- 
strate mittels einer Benetzungsvorrichtung 22 mit Nukleinsaure-Oligomeren im 
Pseudo-Kontakt-Druckverfahren . 
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Die Synthese der Oligonukleotide erfolgt in einem automatischen Oligonukleo- 
tid-Synthesizer (Expedite 8909; ABI 384 DNA/RNA-Synthesizer) gemali der 
vom Hersteller empfohlenen Syntheseprotokolle fur eine 1.0 umol Syiithese. 

5 Bei den Synthesen mit dem 1 -O-Dimethoxytrityl-propyi-disulfid-CPG-Trager 
(Glen Research 20-2933) werden die Oxidationsschritte mit einer 0.02 mola- 
ren lodlOsung durchgefOhrt, um eine oxidative Spaltung der DisulfidbrQcke zu 
vermeiden. Modifikationen an der 5'-Position der Oligonukleotide erfolgen mit 
einem auf 5 min verlangerten Kopplungsschritt. Der Amino-Modifier C2 dT 

10 (Glen Research 1 0-1 037) wird in die Sequenzen mit den jeweiligen Standard- 
protokoll eingebaut. Die Kopplungseffizienzen werden wShrend der Synthese 
online Gber die DMT-Kationen-Konzentration photometrisch bzw. kondukto- 
metrisch bestimmt. 

15 Die Oligonukleotide werden mit konzentriertem Ammoniak (30%) bei 37 °C 
16 h entschOtzt. Die Reinigung der Oligonukleotide erfolgt mittels RP-HPL 
Chromatographic nach Standardprotokollen (Laufmittel: 0,1 molarer Triethy- 
lammoniumacetat-Puffer, Acetonitril), die Charakterisierung mittels MALDI- 
TOF MS. Die aminmodifizierten Oligonukleotide werden an die entsprechen- 

20 den aktivierten Fluorophore (z. B. Fluoresceinisothiocyanat) entsprechend der 
dem Fachmann bekannten Bedingungen gekoppelt. Die Kopplung kann so- 
wohl vor als auch nach der Anbindung der Oligonukleotide an die Oberflache 
erfolgen. 

25 Auf das strukturierte Substrat 10 wird doppelt modifiziertes 20 bp Einzel- 
strang-Oligonukleotid der Sequenz 5'-AGC GGA TAA CAC AGT CAC CT-3' 
(Modifikation eins: die Phosphatgruppe des 3' Endes ist mit (HO-(CH 2 )2-S)2 zum P- 
0-(CH 2 )2-S-S-(CH2)2-OH yerestert ist, Modifikation zwei: an das 5' Ende ist der 
Flourescein-Modifier Fluorescein-Phosphoramidite (Proglio Biochemie GmbH) 

30 nach dem jeweiligen Standardprotokoll eingebaut) als 5x1 0" s molare Losung in 
Puffer (Phosphatpuffer, 0,5 molar in Wasser, pH 7) mit Zusatz von ca. 10" 5 bis 
10" 1 molarem Propanthiol (oder anderen Thiolen oder Disulfiden geeigneter 
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Kettenlange) mit Hilfe eines Spotters (Carthesian) aufgebracht (Fig. 1(d)) und 
fur 2 min -24h inkubiert. Wahrend dieser Reaktionszeit wird der Disulfidspacer 
P-0-(CH 2 )2-S-S-(CH 2 )2-OH des Oligonukleotids homolytisch gespalten. Dabei 
bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine kovalente Au-S Bindung 

5 aus, wodurch es zu einer 1 :1 Koadsorption des ss-OIigonukleotids und des 
abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in der InkubationsIS- 
sung gleichzeitig anwesende, freie Propanthiol wird ebenfalls durch Ausbil- 
dung einer Au-S Bindung koadsorbiert (Inkubationsschritt). Statt des Einzel- 
strang-Oligonukleotids kann dieser Einzelstrang auch mit seinem Komplemen- 

10 tarstrang hybridisiert sein. 

Fur die Belegung m'rt dem Spotter der Firma Cartesian Technologies (Micro- 
Sys PA) werden Split-Pin Nadeln 22 (Arraylt Chipmarker Pins der Firma Tele- 
Chem) verwendet, die ein Ladevolumen 24 von 0.2 bis 0.6 uL haben und Vo- 
15 lumina 26 von etwa 1 nL pro Benetzungsvorgang abgeben. Eine Seitenan- 
sicht der Nadel 22 beim Benetzungsvorgang und ein benetztes Benetzungs- 
gebiet 16 ist in der Fig. 1(e) dargestellt. 

Die Kontaktflache 28 der Nadeln 22 hat einen Durchmesser von etwa 130 urn 
20 und ist damit deutlich gr6Ser als die bei der Laser-Ablation freigelegten Benet- 
zungsgebiete 16 des Substrates. Die Positionierung der Nadel uberdem Sub- 
strat erfolgt mit einer Genauigkeit von 1 0 urn bei einer Luftfeuchtigkeit von et- 
wa 70-80 %. Der Tropfen 26 wird beim Kontakt der Spitze mit der Schutz- 
schicht 14 abgegeben und es kommt zu keiner direkten BerQhrung der Nadel 
25 22 mit der zu benetzenden Oberflache 12 des Substrats 10. Diese Situation ist 
im linken Teilbild der Fig. 1(e) gezeigt. Nach erfolgter Benetzung ist ein FIOs- 
sigkeitstropfen 30 auf der Benetzungsstelle 16 des Substrats kontrolliert auf- 
gebracht (rechtes Teilbild der Fig. 1(e)). 

30 Als Anwendungsbeispiel wird nunmehr eine Fluoreszenz-lntensitatsmessung 
am System Au-ss-Oligo-Fluorescein beschreiben. Dazu werden wie oben be- 
schrieben, Benetzungsgebiete 16 auf einem strukturierten Substrat 10 mit 
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Nukleinsaure-Oligomeren funktionalisiert. Dazu wird ein modifiziertes Oligo- 
nukleotid der Sequenz 5'-Fluorescein-AGC GGA TAA CAC AGT CAC CT-3' 
[C3-S-S-C3-OH] auf Gold immobilisiert (50 umol Oligonukleotid in Phosphat- 
Puffer (K 2 HP04/KH 2 P04 500 mmolar, pH 7), Nachbelegung mit Propanthiol 1 

5 mM in Wasser) und in der Form Au-SfCH&ss-oligo-Fluorescein die Fluores- 
zenzintensitat der Oberflache mit einem Fluoreszenz-Scanner der Firma Lavi- 
sion Biotech bestimmt. Zur Messung der Fluoreszenz in Gegenwart von flQssi- 
gen Medien werden 150 pi des Mediums auf die Goldoberflache gegeben und 
anschlie&end mit einem Deckglas abgedeckt. Alternativ konnen auch Hybri- 

10 wells oder eine Imaging Chamber verwendet werden. 

Figur 4 zeigt die Schwankungen der Fluoreszenzintensitat mehrerer identi- 
scher Messspots. Die laufende Nummer der Messspots ist auf der Abszisse 
aufgetragen, die in beliebigen Einheiten gemessene Fluoreszenzintensitat auf 

15 der Ordinate. Bei den Messwerten der Fig. 4(a) sind die Nukleinsaure- 

Oligomere auf herkommliche Weise gespottet, bei den Werten der Fig. 4(b) 
erfolgte die Benetzung durch das oben beschriebenen Pseudo-Kontakt- 
Druckverfahren der Erfindung. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Schwan- 
kungen der Fluoreszenzintensitaten von Messspot zu Messspot durch die er- 

20 findungsgema&en MaRnahmen gegenQber dem Stand der Technik signifikant 
reduziert werden. 

In einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel wird ein LStstopplack als Schutzschicht 
verwendet und zur Erzeugung von Benetzungsgebieten mit Zuleitungen fQr 
25 flQssige Analyten strukturiert. Mit Hilfe der Laser-Ablation von L6tstopplack- 
Schutzschichten lassen sich neben den einzelnen Benetzungsgebieten auch 
Zuleitungskanale fQr Flussigkeiten in dicke L6tstopplackschichten (beispiels- 
weise 100-150 pm) schreiben. 

30 In einem ersten Strukturierungsschritt werden hierbei liber eine erste Maske 
verschiedene Arten von Kanalen in den Lack geschnitten, wobei sich die Tiefe 
dieser Kanale durch die Anzahl der Pulse einstellen lasst. Eine Kanaltiefe von 
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etwa 80-120 |jm wird mit etwa 540 - 900 Pulsen (20 ns) des Lasers mit einer 
Flachenleistung von 600 - 1200 mJ/cm 2 erreicht. In einem zweiten Strukturie- 
rungsschritt werden dann Ober eine zweite Maske in einzelnen Bereichen in- 
nerhalb der Kanaie des ersten Strukturierungsschrittes durch zusatzliche La- 
5 ser-Belichtung mit etwa 90 - 1 50 Pulsen (20 ns) der restliche Lack entfernt, 
und so das Substrat freigelegt und aufgeschmolzen. Diese freigelegten Sub- 
stratstellen werden nun wie oben beschrieben mit Nukleinsaure-Oligomeren 
benetzt. 

10 Auf einem oben beschriebenen Substrat konnen mehrere jeweils Ober einen 
der Kanaie im Lotstopplack verbundene Benetzungsgebiete gezielt mit einem 
Analyten, wie z.B. Flussigkeiten die potentiell komplementare Nukleinsaure- 
Oligomere enthalten in Kontakt gebracht werden, und somit die fOr eine Ana- 
lyse benotigte Analytflussigkeit deutlich reduziert werden. 

15 

Eine Kanalstruktur, die z.B. pro Kanal jeweils nur einen Teil der freigelegten 
Substratstellen verbindet ist eine Anordnung von n linearen Kanalen, die je- 
weils alle m Benetzungsgebiete einer Spalte einer gleichma&igen Spot-Matrix 
der Dimension n x m enthalten, wobei zweckmaRig 10 is n, m ^ 1000 ist. Eine 
20 andere Kanalstruktur, die alle freigelegten Substratstellen miteinander verbin- 
det ist ein einzelner Kanal, der maanderformig alle freigelegten Substratstellen 
der gleichmaBigen Benetzungsgebiete-Matrix der Dimension n x m verbindet, 
wobei zweckmaBig 10 £ n, m s 1000 ist. 
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Patentanspruche 



5 1 . Verfahren zum Benetzen eines Substrats mit einer FIQssigkeit, mit den Ver- 
fahrensschritten 

a) Bereitstellen eines Substrats mit einer zu benetzenden Oberflache; 
10 b) Bereitstellen einer Benetzungsflussigkeit; 

c) Aufbringen einer Schutzschicht auf das Substrat, die die zu benetzende 
Oberflache von der Umgebung trennt; 

15 d) Strukturieren der. Schutzschicht, um vorbestimmte Benetzungsgebiete auf 
der zu benetzenden Oberflache des Substrats freizulegen; und 

e) Aufbringen der Benetzungsflussigkeit auf die freigelegten Benetzungsge- 
biete mittels einer Benetzungsvorrichtung ohne direkten Kontakt zwischen 
20 der Benetzungsvorrichtung und der zu benetzenden Oberflache des Sub- 
strats. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dass 

25 als Substrat ein Festkoper aus Kunststoff, Metall, Halbleiter, Glas, Ver- 
bundstoff, porosem Material oder aus einer Kombination dieser Materialien 
bereitgestellt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
30 dadurch gekennzeichnet, dass 
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als Substrat ein Festkaper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende Ober- 
flache durch eine Siliziumschicht, eine Platinschicht, eine Goldschicht, 
durch eine oxidische Oberflache oder ein Glas gebildet ist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Substrat eine makroskopische Festkorperscheibe, ein Mikro- oder Na- 
nopartikel bereitgestellt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als BenetzungsflQssigkeit ein rein flQssiger Stoff, eine Losung organischer 
und/oder anorganischer Stoffe, eine Emulsion, eine Suspension oder eine 
kolloidale L6sung bereitgestellt wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Material der Schutzschicht so auf das Substratmaterial abgestimmt 
wird, dass das Schutzschichtmaterial auf der zu benetzenden Substrat- 
oberflache physisorbiert, chemisorbiert oder kovalent, koordinativ oder 
Qber Komplexbildung gebunden wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Schutzschicht ein positiver oder negativer Photolack auf das Substrat 
aufgebracht, bevorzugt aufgesprQht oder aufgeschleudert wird. 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Schutzschicht ein Lotstopplack auf das Substrat aufgebracht wird, be- 
vorzugt, dass der Lotstopplack durch Siebdruck, VorhanggieBen oder ein 
Sprayverfahren aufgebracht wird. 
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9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Schutzschicht ein organisches Polymer, insbesondere aus Cellulose, 
5 Dextran oder Collagen auf das Substrat aufgebracht wird, bevorzugt, dass 
das organlsche Polymer aufgeschleudert oder durch Physisorption aufge- 
bracht wird. 

10. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 6, 
10 dadurch gekennzeichnet, dass 

als Schutzschicht eine selbstassemblierte Monolage aus organischen Mo- 
lekQien aufgebracht wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 

15 dadurch gekennzeichnet, dass 

die selbstassemblierte Monolage aufgebracht wird, indem die organischen 
MolekQle in einem wassrigen oder organischen Losungsmittel gelost wer- 
den und die Losung in Kontakt mit dem Substrat gebracht wird. 

20 1 2. Verfahren nach Anspruch 1 0 oder 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dass 

- als Substrat ein FestkSper bereitgestellt wird; dessen zu benetzende 
Oberflache durch eine Goldschicht gebildet ist, und dass 

- als Schutzschicht eine selbstassemblierte Monolage aus Thiolen, insbe- 
25 sondere der allgemeinen Struktur HS-Spacer-R oder [S-Spacer-R] 2 aufge- 
bracht wird, wobei R eine beliebige Kopfgruppe ist und der Spacer eine 
Kettenlange von 1 -20, insbesondere 1 -14 hat. 

13.Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, 
30 dadurch gekennzeichnet, dass 

- als Substrat ein Festkoper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende 
Oberflache durch eine Silizium- oder Platinschicht gebildet ist, und dass 
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- als Schutzschicht eine selbstassemblierte Monolage aus Aminen, insbe- 
sondere der ailgemeinen Struktur H 2 N-Spacer-R aufgebracht wird, wobei R 
eine beliebige Kopfgruppe ist und der Spacer eine Kettenlange von 1 - 20, 
insbesondere 1-14 hat. 

5 

14. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

- als Substrat ein Festkoper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende 
Oberflache durch eine oxidische Oberflache oder ein Glas gebildet ist, und 

10 dass 

- als Schutzschicht eine selbstassemblierte Monolage aus Silanen, insbe- 
sondere der ailgemeinen Struktur Xs-Si-Spacer-R aufgebracht wird, wobei 
R eine beliebige Kopfgruppe und X = H, CI oder OCH 3 ist und der Spacer 
eine Kettenlange von 1 - 20, insbesondere 1-14 hat. 

15 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

R = CH 3 , OH, C0 2 H, NH 2 , NH 3 + oder S0 3 " ist. 

20 16.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht in Schritt c) in Form einer geschlossenen Schicht auf die 
zu benetzenden Substratoberflache aufgebracht wird. 

25 1 7.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht vollflachig auf die zu benetzende Oberflache des Sub- 
strats aufgebracht wird. 

30 1 8.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Schutzschicht mittels Laserablation, insbesondere durch Bestrahlung 
von Teilbereichen der Schutzschicht mit kontinuierlicher oder gepulster La- 
serstrahlung einer vorbestimmten Wellenlange strukturiert wird. 

5 1 9.Verfahren nach Anspruch 1 8, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht direkt, Qber eine Optik oder uber eine Maske mit der La- 
serstrahlung beaufschlagt wird, um die Benetzungsgebiete freizulegen. 

10 20.Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

durch die Laserstrahlung die zu benetzende Oberflache des Substrats im 
Bereich der Benetzungsgebiete aufgeschmolzen wird. 

15 21 .Verfahren nach ejnem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht im Bereich der Benetzungsgebiete ruckstandslos ent- 
fernt wird. 

20 22.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsgebiete mit einer charakteristischen Ausdehnung von etwa 
5 pm bis etwa 200 um, bevorzugt von etwa 10 um bis etwa 100 pm erzeugt 
werden. 

25 

23. Verfahren nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsgebiete in einem lateralen Abstand von etwa 20 pm bis et- 
wa 500 pm, bevorzugt von etwa 50 pm bis etwa 200 pm erzeugt werden. 

30 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Benetzungsgebiete mit im Wesentlichen rechteckigem, elliptischem 
oder kreisformigem Umriss erzeugt werden. 

25.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
5 dadurch gekennzeichnet, dass 

bei dem Schritt des Strukturierens der Schutzschicht Zuleitungskanale in 
die Schutzschicht eingebracht werden, um die ZufQhrung einer AnalytflQs- 
sigkeit zu den freigelegten Benetzungsgebieten zu ermoglichen. 

10 26.Verfahren nach Anspruch 25, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Zuleitungskanale mit einer Tiefe von 10% bis 99%, bevorzugt von 20% 
bis 95%, besonders bevorzugt von 50% bis 95% der Dicke der Schutz- 
schicht in die Schutzschicht eingebracht werden. 

15 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die freigelegten Benetzungsgebiete innerhalb der Zuleitungskanale ange- 
ordnet sind. 

20 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsvorrichtung eine einzelne Nadel, Kapillare, Pinzette, einen 
einzelnen Ring oder Stempel umfasst. 

25 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsvorrichtung eine Anordnung mehrerer Nadeln, Kapillaren, 
Pinzetten, Ringen, Stempeln, oder eine Anordnung verschiedener dieser 
30 Elemente umfasst. 
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30.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsvorrichtung eine flQssigkeitsabgebende Endflache aufweist, 
deren laterale Ausdehnung in zumindest einer Raumrichtung grQBer ist, als 
5 die laterale Ausdehnung der Benetzungsgebiete in dieser Raumrichtung. 

31 .Verfahren nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Endflache der Benetzungsvorrichtung in beiden Raumrichtungen eine 
10 grSBere laterale Ausdehnung aufweist als die Benetzungsgebiete. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

zum Aufbringen der BenetzungsflQssigkeit die Endflache der Benetzungs- 
15 vorrichtung an einem Benetzungsgebiet in Kontakt mit der an das Benet- 
zungsgebiet angrenzenden Schutzschicht gebracht wird. 

33. Verfahren nach einem der AnsprOche 30 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

20 zum Aufbringen der BenetzungsflQssigkeit die Endflache der Benetzungs- 
vorrichtung vollstandig uber das Benetzungsgebiet und von oben in Kon- 
takt mit der OberflSche der an das Benetzungsgebiet angrenzenden 
Schutzschicht gebracht wird. 

25 34.Verfahren nach einem AnsprOche 30 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Endflache der Benetzungsvorrichtung mit einer Genauigkeit (Ax, Ay) la- 
teral uber einer strukturierten Schutzschicht positionierbar ist, und die Be- 
netzungsgebiete mit einer charakteristischen lateralen Ausdehnung 
30 (XspoLVspot) erzeugt werden, die urn zumindest die Positioniergenauigkeit 
(Ax, Ay) kleiner ist, als die laterale Ausdehnung (x Up ,yti P ) der Endflache der 
Benetzungsvorrichtung. 
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35.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als BenetzungsflOssigkeit modifizierte Nukleinsaure-Oligomere in wassriger 
5 Losung aufgebracht werden, wobei die Nukleinsaure-Oligomere mit einer 
oder mehreren reaktiven Gruppen modifiziert sind und zumindest eine re- 
aktive Gruppe fur eine direkte Reaktion mit der zu benetzenden Oberflache 
des Substrats ausgelegt ist. 

10 36.Verfahren nach Anspruch 35, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Nukleinsaure-Oligomere mit einem Fluorophor modifiziert sind. 

37. Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, 
15 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Nukleinsaure-Oligomere in wassriger Losung mit einem Detergenz auf- 
gebracht werden. 

38. Vorrichtung zur DurchfQhrung des Verfahrens nach einem der vorherge- 
20 henden AnsprQche. 

39. Vomchtung nach Anspruch 38, mit einer Benetzungsvorrichtung, deren 
Endflache. mit einer Positioniergenauigkeit von weniger als 50 um, bevor- 
zugt von weniger als 10 um lateral Qber einer strukturierten Schutzschicht 

25 positipnierbar ist. 

40. FI0ssigkeitsbenetztes Substrat, herstellbar nach einem der AnsprQche 1 bis 
37. 
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